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摘  要 : 日本沼虾肉质鲜美、经济价值高，但其对白斑综合征病毒 (White spot syndrome virus, WSSV) 的易感

性尚不明确。采用流行病学调查、感染试验和荧光定量 PCR (qPCR) 等方法，研究了日本沼虾 Macrobrachium 

nipponense 对 WSSV 的易感性、感染发病率以及 WSSV 在其体内的增殖情况。结果表明：日本沼虾是 WSSV

的自然宿主，上海市附近省份地区 120 个样本的自然携带率为 8.33%。日本沼虾可以通过注射、摄食、浸泡途

径感染 WSSV，10 d 内累计感染率均为 100%，累计死亡率分别为 100%、75%和 0%。其中注射途径感染日本

沼虾，感染后 5 d 肌肉病毒含量达到感染后 1 d 的 1 000 倍，8 d 死亡率达 100%。用注射 WSSV 感染日本沼虾

死亡率来测量病毒致死日本沼虾的半数致死剂量 (LD50)，2.71×105 病毒粒子/µL 能使日本沼虾死亡率达到 50%

以上。在养殖生产中，日本沼虾可以通过摄食感染 WSSV 的病虾或死虾而感染 WSSV，也能通过浸泡在含 WSSV

的水体中而感染，并因此成为一种传播媒介，从而影响了 WSSV 的迅速传播与致病。 
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Abstract:  Macrobrachium nipponensis is delicious and has high economic value, but its susceptibility to white-spot 

syndrome virus (WSSV) is unknown. Susceptibility, morbidity, and multiplication of WSSV in M. nipponense were studied 

by epidemiological survey, infection experiment and qPCR. M. nipponense was the natural host of WSSV, and the natural 

carrying rate was about 8.33%. M. nipponense could be infected with WSSV via oral administration, muscle injection and 

immersion, and the cumulative infection rate of 10 d exposure was 100%, and the cumulative mortality rates were 100%, 

75% and 0%, respectively. The infection of WSSV is fast by muscle injection. The virus content after 5 day’s injection is  

1 000 times higher than that of the first day of infection, and the mortality rate reached 100% after 8 days. The median 

lethal dose (LD50) measured as the mortality of infected M. nipponense via injection indicated the LD50 in the concentration 

of WSSV of 2.71×105 virions/µL. In shrimp farming, M. nipponense can be infected by ingesting WSSV infected shrimp or 

dead shrimp, and also by soaking in WSSV-containing water and thus become a vector, consequently affecting the spread 

and pathogenicity of WSSV.  

Keywords:  Macrobrachium nipponense, river prawn, white spot syndrome virus (WSSV), proliferation, median lethal dose 

 

日本沼虾 Macrobrachium nipponense，俗称

河虾、青虾，属于节肢动物门 (Arthropoda)、甲

壳纲 (Crustacea)、十足目 (Decapoda)、长臂虾科 

(Palaemonidae)、沼虾属 (Macrobrachium)[1]，是

许多亚洲国家养殖的主要淡水品种之一[2-4]。我

国日本沼虾养殖区主要集中于长江中下游一 

带[5-7]，2009年产量已超过 20万 t，日本沼虾已

经成为我国重要的淡水经济虾类[8]。我国虾类养

殖品种众多，养殖效益巨大，然而近年来虾病

频繁暴发，已报道的虾类疾病种类有白头病、黑

鳃病和软体病等[9-12]，以及暴发快危害大的病毒

病如：对虾白斑综合征病毒  (White spot 

syndrome virus，WSSV)、桃拉综合症病毒 (Taura 

syndrome virus，TSV)、传染性皮下造血器官坏

死病毒 (Infectious hypodermal and hematopoietic 

necrosis virus，IHHNV) 等[13]，给虾类养殖产业

造成了巨大灾难，尤其是 WSSV，一旦暴发对

虾几乎 100%死亡，目前尚无有效药物应用。 

WSSV 于 20 世纪 90 年代初首先在我国台

湾地区发现，WSSV 在全球暴发按亚洲-美洲-

欧洲-非洲的顺序，据报道 25个国家发生 WSSV

感染[14]。1992年 WSSV从我国台湾北部分离到

后，已经鉴定到它可感染 18种对虾、7种螯虾、

7 种龙虾、8 种长臂虾以及 39 种蟹[15-17]，涉及

到我们常见的大部分虾蟹类水产品[18]。其中，

造成经济损失最大的是对虾养殖。WSSV 感染
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对虾后，3−10 d内其死亡率可达 100%[19-20]，已

成为全球养虾业中蔓延最广、传播最快、死亡

率最高的病毒。它感染宿主范围很广，在甲壳

类和昆虫纲动物中均有其敏感的宿主[21-22]。另

外有研究者[23]在浮游生物、海葵、糠虾、白虾、

毛虾等动物中也检测出 WSSV[24-27]。然而关于

WSSV感染沼虾方面的研究却很少，虽有文献对

比过罗氏沼虾 Macrobrachium rosenbergii、拟长

腕沼虾Macrobrachium idella等对白斑综合征病

毒的抗性[28]，但目前还鲜有关于日本沼虾是否

能够感染 WSSV 以及感染途径、发病规律及病

毒在其体内增殖的研究。 

为此，本研究通过 qPCR以及流行病学调查

方法，初步研究了日本沼虾对 WSSV的易感性、

发病规律和 WSSV 在日本沼虾体内的增殖情

况。实验结果进一步丰富了白斑综合征病毒对

不同种类虾的感染，同时也揭示日本沼虾在养

殖过程中是否感染 WSSV 及其感染过程，从而

在日本沼虾感染 WSSV 时可以采取有效的预防

措施，为日本沼虾的健康养殖提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  野生日本沼虾体内 WSSV 携带率调查 

实验所用野生日本沼虾收集于上海市附近省

份地区，40尾/次。收集时间和日本沼虾生长阶段

分别为：2015 年 11 月，成虾阶段，雌雄比例为

18∶22；2016年 4月，幼体与幼虾阶段，雌性比

例 21∶19；2016年 9月，幼虾与成虾阶段，雌雄

比例为 23∶17。收集后置于–40 ℃冻存，随后采

用 PCR方法检测WSSV，计算WSSV携带率。 

1.2  材料 

感染所用日本沼虾为养殖日本沼虾，购买

于上海市浦东新区古棕路市场。挑选个体健壮、

附肢完整的日本沼虾 (平均体长为(5.5±0.5) cm，

平均体质量为 (1.8±0.2) g/尾) 暂养于长宽高分

别为 55 cm、45 cm和 20 cm的室内养殖箱中。

对暂养的日本沼虾进行随机取样，经 PCR 检测

为 WSSV阴性。养殖用水为曝气 2 d的自来水，

水温控制在 (28±0.5) ℃，光暗比为 12 h∶12 h。

每日投喂饲料 2次 (9:00与 21:00)，并及时吸除

残饵和污物，每天换水 1/3，24 h持续充气。 

PCR 及 qPCR 实验所用各种试剂盒均购于

天根生化科技 (北京) 有限公司。病毒定量缓冲

液均购于生工生物 (上海) 公司。 

1.3  病毒制备与定量 

1.3.1  病毒材料制备 

WSSV 初始悬液来自于国家海洋局第三海

洋研究所，悬液由 WSSV提纯方法[29]得到，浓

度为 2×108 copies/µL。将病毒悬液按 1 100∶ 进

行稀释，然后对健康克氏原螯虾进行注射感染。

注射剂量为 100 µL/尾[30]，注射部位为第 3腹节

处。收集濒死克氏原螯虾，保存于–80 ℃备用。 

取人工注射接种 WSSV 濒死的淡水克氏原

螯虾 Procambarus clarkii 3尾 (在 6−7 d濒死的

最佳)，剥离头胸甲，去除肝胰腺，将剩余的所

有组织称重；并用剪刀剪碎于预冷的缓冲液 PBS 

(pH 7.4) 1 10∶  (W/V) 中，然后将剪碎的组织在

10 000 r/min下高速匀浆 5 s，重复匀浆 3次；匀

浆液在 4 ℃、8 000×g下离心 5 min，上清液先

过 400目筛绢，再过 0.45 μm滤膜过滤除菌，滤

液分装在新离心管中，全程在 4 ℃或冰上进行

操作。病毒粗悬液可立即使用或是分装成病毒

保存液，–80 ℃冻存备用。 

取上述提取病毒粗悬液对健康克氏原螯虾

进行注射感染，收集大量感染病虾保存于–80 ℃

作为实验病毒材料待用。感染实验前重复上述
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步骤，对 WSSV进行活化后再使用。 

1.3.2  病毒定量 

取人工注射接种 WSSV 濒死的淡水克氏原

螯虾 Procambarus clarkii 6尾 (在 6−7 d濒死的

最佳) ，参照秦崇涛等[31]的病毒提纯方法，对

WSSV 进行纯化。提取过程中严格进行梯度离

心，直至获得乳白色的 WSSV 悬液。然后，参

照秦崇涛等定量测定 WSSV 悬液的方法，测定

悬液的 OD600，并参照公式：C=OD600×6.79×108

病毒粒子/µL，计算悬液 WSSV浓度。 

1.4  感染实验 

1.4.1  注射感染 

感染实验分 2 组，肌肉注射感染组和阴性对

照各 1组，每组 2个重复，感染周期为 10 d。将

暂养 4 d且摄食稳定后的日本沼虾随机分成 4箱，

每箱 30尾。肌肉注射感染部位为腹部第 3腹节处，

将病毒悬液 (OD600=0.4) 按 1∶10 稀释注射病毒

液 50 µL/尾，注射剂量来自预实验，对照组以相

同方法注射同等剂量 TM 缓冲液 (50 mmol/L 

Tris-HCl，5 mmol/L MgCl2，150 mmol/L NaCl，

pH 7.4)。 

1.4.2  口服 (摄食) 感染 

感染实验分 2 组，口服感染组和阴性对照

各 1 组，每组 2 个重复，感染周期为 10 d。将

暂养 4 d且摄食稳定后的日本沼虾随机分成 4箱，

每箱 30尾。口服感染方法为投喂 WSSV感染后

濒死的克氏原螯虾尾部肌肉；阴性对照组投喂

WSSV 阴性健康克氏原螯虾尾部肌肉。投喂前

进行饥饿处理 12 h，投喂当天取 5尾感染克氏原

螯虾，液氮下研磨并混匀，随机取 5个样进行病

毒含量测定，为 5.6×106 copies/mg，余下部分进

行投喂。投喂量为体重的 5%[32]，每天 2次，连

续投喂 2 d，后改为投喂普通饲料。 

1.4.3  浸泡感染 

浸泡感染实验分 2 组，浸泡感染组和阴性

对照各 1组，每组 2个重复，感染周期为 10 d。

将暂养 4 d且摄食稳定后的日本沼虾随机分成 4

箱，每箱 30尾。将人工注射感染濒死的克氏原

螯虾参照 1.3.2 中方法对 WSSV 进行提纯和定

量。使水体中病毒达 105病毒粒子/L，对日本沼

虾进行浸泡攻毒 4 h，阴性对照组添加同等剂量

的 TM 缓冲溶液，然后转移到新鲜水体中进行

培养观察。 

1.5  养殖管理 

感染后，每日投喂普通适口饵料 2 次，并

及时吸除残饵和污物，每天换水 1/3，24 h持续

充气，光暗比 12 h∶12 h；每天观察 6次，及时

去除死亡沼虾并记录。 

1.6  病毒 qPCR 检测   

根据质粒制备方法[33]制备 WSSV 标准品并

将标准品进行梯度稀释为 107、106、105、104、

103拷贝数构建标准曲线，另外按照 DNA提取试

剂盒使用说明，从 20 mg尾部肌肉提取 DNA作

为 qPCR 模板。qPCR 使用引物 [34]为 VP28- 

140Fw (5′-AGG-TGT-GGA-ACA-ACA-CAT-CAA- 

G-3′) 和 VP28-140Rv (5′-TGC-CAA-CTT-CAT- 

CCT-CAT-CA-3′)，长度为 141 bp。qPCR反应体

系为 20 µL：2 µL的各 DNA稀释模板，10 µL 

SYBR Green，0.6 µL各引物 (300 nmol/L)，6.8 µL

无酶水。RT-PCR反应在 FTC-3000仪器上进行，

反应条件为：95 ℃预变性 5 min；94  30 s℃ ，

61  30 s℃ ，72  30 s℃ ，扩增 35个循环；72 ℃

延伸 5 min。荧光值在延伸阶段进行采集。 

1.7  病毒感染日本沼虾的半数致死剂量 

(LD50)  

为了测定日本沼虾体内增殖 WSSV 对其本
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身的半数致死剂量 (LD50)，将实验分为 6 个感

染组，1个阴性对照组，每组 2个重复，每个重

复 14 尾虾，所用日本沼虾 PCR 检测为 WSSV

阴性。收集注射感染实验组中死亡的日本沼虾，

然后对WSSV进行提纯和定量方法同上述 1.3.2

部分；定量后将病毒液进行连续 10倍的稀释，

稀释倍数为 100−105；然后对感染组每组日本沼

虾进行病毒注射感染，注射部位为第 3腹节处，

剂量为 50 µL/尾，阴性对照组注射同剂量的 TM

缓冲液；日本沼虾的死亡率和临床症状观察周

期为 10 d，养殖标准同 1.5部分。 

1.8  数据处理 

记录各组日本沼虾死亡数量，计算其死亡

率并根据对照组死亡率进行校正： 

死亡率校正公式[35]：P=(P'–C)/(1–C) 

其中 P为死亡率，P'为实测死亡率，C为对

照组死亡率。 

实验结果采用平均值±标准差 ( x ±s) 的表示

方法，数据用 Origin Pro8.0处理和 SPSS 19.0分

析软件进行单因素方差分析 (One-Way ANOVA)，

P<0.05表示差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  野生日本沼虾 WSSV 检测 

PCR检测结果显示 (表 1)，每批日本沼虾都

有部分携带WSSV，自然携带率约为 8.33%，这

些携带 WSSV 的日本沼虾检测结果为阳性和弱

阳性，未出现强阳性样本 (Ct值在 20 以内或电

泳条带很亮)。此结果说明在自然环境中的日本

沼虾能够携带 WSSV，并因此使其处于潜伏感

染状态。病毒携带率和携带量与该疾病的暴发

密切相关。 

表 1  野生日本沼虾体内感染 WSSV 的调查 

Table 1  A survey on the WSSV in wild M. nipponense 
Sample size

(ind) 
WSSV Infection rate

(%) – + ++ +++ 
40 37 2 1 0 7.50 
40 38 2 0 0 5.00 
40 35 3 2 0 12.5 

Notes: –: negative; +: weak positive; ++: positive; +++: 
strong positive. 
 

2.2  日本沼虾口服感染 WSSV 

日本沼虾口服经WSSV感染的螯虾组织后，

48 h后出现了食欲减退、活动量降低等症状，72 h

内还会进行少量摄食，之后停止摄食，并出现了静

卧水体、反应迟钝等症状，随后又出现了头胸部肿

胀和附肢脱落等症状，但日本沼虾感染后至死亡一

直未出现白斑症状。在 84 h时出现了少量死亡，

随后在 96−120 h时出现了大量死亡，然后死亡速

度迅速下降，在 192 h后未出现死亡状况，10 d内

总体死亡率分别为 76%和 80%，阴性对照组至实

验结束分别死亡 1 尾和 2 尾 (图 1)。通过提取死

亡及未死亡日本沼虾 DNA，进行 PCR及电泳实验

后表明未死亡日本沼虾也已经感染WSSV (图 2)。 

 

 
 

图 1  口服感染 WSSV 后日本沼虾累计死亡数   

Fig. 1  Cumulative deaths of M. nipponense post oral 
infection.  
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图 2  口服 WSSV 病虾后日本沼虾 WSSV 检测为阳性 

Fig. 2  Detection of M. nipponense in the shrimp orally infected with WSSV. 1−10: death; 11−17: survival; 18−21: 
negative control; M: marker. 

 

实验结果表明，日本沼虾可以通过摄食感染

WSSV的病虾或死虾而感染 WSSV。 

2.3  日本沼虾注射感染 WSSV 

定量注射 WSSV病毒液后，24 h后日本沼

虾出现了食欲减退状况，48 h后几乎不进行摄

食，并出现反应迟钝、头胸部肿胀等症状，随

后又出现了部分脱落症状，而且日本沼虾感染

后至死亡和口服感染一样也一直未出现白斑症

状。在感染 48 h后出现了少量死亡，72 h时出

现大量死亡，96 h时累计死亡量超过 50%，随

后死亡速度下降，192 h时累计死亡率为 100%，

另外两个阴性对照组至实验结束分别死亡 2 尾

和 4 尾 (图 3)。取日本沼虾的肌肉组织进行定

量 PCR 检测发现，感染病毒 24 h 后肌肉组织

中的 WSSV含量随着时间增加急剧增加，96 h

后增长减缓，120 h 濒死的日本沼虾肌肉内

WSSV含量是感染 12 h时肌肉含量的 1 000倍。

研究结果表明，日本沼虾注射感染 WSSV后，

病毒可以在日本沼虾体内迅速增殖，并且当累

计到一定量后可以导致日本沼虾发病甚至   

死亡。 

 
 

图 3  注射感染 WSSV 后日本沼虾累计死亡数 

Fig. 3  Cumulative deaths of M. nipponense post 
intramuscular infection. 

 

2.4  日本沼虾浸泡感染 WSSV 

当用 105 病毒粒子/L 的水体浸泡日本沼虾

后，结果显示，日本沼虾在 10 d的观察期中均

未出现死亡状况，但均出现了食欲减退、活力

降低的症状，并且其中 2 尾出现了静卧趴伏不

动症状。10 d 后，经 PCR 结果显示 (图 4)，日

本沼虾虽未出现死亡，但都已感染WSSV；其中

静卧趴伏不动的 2 尾电泳条带明显较亮 (图 4

中 9、10泳道)。 
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2.5  WSSV 的半数致死剂量 (LD50)  

通过将提纯并测定浓度的 WSSV 进行梯度

稀释，然后对日本沼虾进行注射感染，结果显示，

在 100−102稀释组的死亡率为 100%，103稀释组

为 57.1%，当稀释 104倍时死亡率低于 50% (图 5)。

另外，高浓度病毒液都能引起日本沼虾 100%的死

亡，并随着病毒液的稀释，死亡率开始下降，并

且各组死亡率依次降低。由此，可以计算出病毒

导致发病死亡的 LD50为 1.26×105病毒粒子/µL。

实验结果也意味着在攻毒实验中可以用 102 稀

释度作为攻毒剂量，死亡率可达 100%，此时病

毒浓度为 2.71×106病毒粒子/µL。 

 

 
 

图 4  浸泡 WSSV 粒子 10 d 后日本沼虾 WSSV 检测

为阳性 

Fig. 4  The detection of M. nipponense was positive 
after 10 days of immersion of WSSV particles. 1−10: 
infection; 11−15: negative control; M: marker. 

 

 
 

图 5  日本沼虾注射不同 WSSV 稀释液后累计死亡率 

Fig. 5  Cumulative mortality of M. nipponense 
intramuscularly infected with different dilutions of WSSV. 

3  讨论 

已有研究[36]表明 WSSV宿主可以通过摄食

和浸泡途径感染白斑综合症，其感染的宿主十

分广泛，已鉴定到它可感染 40种虾、39种蟹。

本研究结果表明，日本沼虾是 WSSV 的自然宿

主，它可以通过摄食感染 WSSV 的病虾或死虾

而使 WSSV 通过消化道进入血液并在其体内增

殖，也能通过浸泡在含 WSSV 的水体中通过腮

和消化道而感染。因此越来越多的宿主通过水

平传播方式参与了 WSSV 的感染，同时由于当

下海水虾蟹[37-38]的淡化养殖日益普及，将咸淡

水中 WSSV 的宿主都并联起来，极大地增加了

WSSV 传播的可能性。所以，在养殖生产中要

充分考虑存在的各种 WSSV宿主。 

本研究结果显示，口服感染组日本沼虾在摄

食 WSSV 病虾组织后，第 4 天 (84 h) 时开始死

亡，并且在第 8天 (192 h) 时死亡率超过 75%；

注射感染组在注射病毒液后，第 3天 (60 h) 时开

始死亡，在第 8天 (192 h) 时死亡率则达 100%；

另外，口服与注射两组各自对应的阴性对照组

死亡率分别为 5%和 10%，说明日本沼虾可以通

过摄食WSSV感染的病虾而感染，WSSV的感染

和快速增殖是日本沼虾发病和死亡的决定因素。

用含WSSV粒子水体浸泡日本沼虾结果显示，浸

泡方式能够引起其感染，这与戴俊逸等[39]研究认

为当水体WSSV浓度达到 103病毒粒子/L以上时

能引起对虾感染相符，但此浓度下 10 d内未能导

致日本沼虾死亡，这可能与水体病毒粒子浓度和

感染方式有关。注射感染能使日本沼虾迅速进入

急性感染状态，这也被多位研究者证明[40-41]；摄

食方式感染也能使日本沼虾进入急性感染状态，

但进入急性感染状态的时间比注射感染推迟 1 d

且死亡率未达 100%，浸泡感染 (105病毒粒子/L) 



殷嵘 等/不同途径感染白斑综合征病毒 (WSSV) 对日本沼虾的致病性 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

953

方式使日本沼虾进入潜伏感染状态未出现死亡

状况，这 3 种途径引发的不同死亡率现象可能

与不同感染途径引发的免疫机制和不同途径下

日本沼虾对病毒的耐受能力有关。另外实验结

果也显示，口服、注射及浸泡 3 种感染方式都

未使日本沼虾出现白斑症状；注射组在第 192 h

时累计死亡率才达到 100%，而口服感染组死亡

率则未达 100%，与其他虾类感染WSSV 48 h[42]

头胸甲处可见白斑和 96 h[43]累计死亡可达 100%

不符。这可能与沼虾对 WSSV 易感性低所致。

WSSV 的 LD50经常用于攻毒实验中。本实验通

过一系列病毒稀释液来确定日本沼虾的 LD50。日

本沼虾死亡率达 100%稀释倍数可以用于攻毒实

验 [44]，实验结果显示 WSSV 的稀释倍数从

100−102时致死率为 100%，而 103稀释倍数时致

死率为 57.1%，所以推测半数致死剂量WSSV的

稀释倍数为 103 (1.26×105病毒粒子/µL)。因此，

本研究建议 WSSV 的 102稀释倍数 (2.71×106病

毒粒子/µL) 可以作为以后日本沼虾攻毒试验的

病毒剂量。 

目前尚无有效的药物应用于生产，主要以

预防为主[45-47]。预防工作重点是针对其传播方

式切断传染源，同时优化养殖环境，增强体质，

提高抗病力，从而预防感染以及防止 WSSV 从

潜伏感染转为急性暴发。WSSV 的传播途径主

要有 2 种：水平传播、垂直传播。另外本文研

究以及大量研究表明[13,48]WSSV在注射、摄食、

浸泡 3 种感染途径中，注射感染是使 WSSV 直

接进入血液，口服是通过口腔-食道-胃途径，而

浸泡感染则是通过腮-血液以及口腔-食道-胃途

径。由于在自然条件下 WSSV 只会发生后两者

的感染，即经口感染[49]，因此在生产预防工作

中要重点切断水平传播途径，做好监测工作。

监测不但要注重食物来源的监控，同时要密切

关注对水体中病毒粒子的监控，尤其后者往往

会被忽略。另外在防治方面，目前有学者[50-51]

从 WSSV 囊膜蛋白方面进行免疫防治研究，也

有比较显著的防治效果。虽然现在还鲜有报导

关于日本沼虾暴发白斑综合征的情况，但日本

沼虾作为 WSSV 的天然宿主，生产中依然要做

好对该病的防范工作。另外本实验结果显示发

病的日本沼虾均未出现 WSSV 特有的白斑症

状，所以研究结果提醒在生产中判断日本沼虾

是否感染 WSSV 需以科学的手段检测，如果单

凭白斑来判断，则可能给生产带来巨大损失。 
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